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Abstract of EP0421876 

Antibodies capable of binding to the human interleukin-2 receptor are used in the preparation of a drug 
intended for the treatment of lymphomas and similar tumours containing tumour cells which involve 
expression of the interleukin-2 receptor. 



Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



J 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



© Numgro de publication: 



ill 

0 421 876 A1 



DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



© Numero de depot: 90402746.3 
© Date de depot: 04.10.90 



© lntCIAC12P 21/08 



® Priorite: 06.10.89 FR 8913074 

© Date de publication de la demande: 
10.04.91 Bulletin 91/15 

© Etats contractants designes: 
BE DE GB IT NL 



© Demandeur: PASTEUR MERIEUX SERUMS ET 
VACCINS, Societe Anonyme : 
58 Avenue Lecterc 
F-69348 Lyon Cedex 07(FR) 

© Inventeur: Carosella, Edgardo D. 
27 rue Soeurs Bouvier 
F-69005 Lyon(FR) 

Inventeur: Latour Nee Panero, Mireille 

23 Les Sabines 

F-69130 Ecully(FR) 

Inventeur: Armand, Jacques 

Le Clos, St Germain S/PArbresle 

F-69210 L'ArbresIe(FR) 

Inventeur: Mawas, Claude 

8 rue des Cinq Cents 

F-13007 Marseille(FR) 

Inventeur: Olive, Daniel 

56 avenue Massenet 

F-13009 Marseille(FR) 

Inventeur: Emilie, Dominique 

15 rue Auguste Lane, on 

F-75013 Paris(FR) 



© Mandataire: Bernasconi, Jean et al 

CABINET LEMOINE ET BERNASCONI 13, 

Boulevard des Batlgnolles 
F-75008 Paris(FR) 



© Application d'agents actifs pour la preparation d'un medicament destine au traitement de 
lymphomas ou assimtles. 
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(A © Les anticorps capables de se fixer sur le r^cepteur de l'interleukine-2 humaine sont appliques a la 
fs, preparation d'un medicament destine au traitement des lymphomes et de tumeurs similaires a cellules 
00 tumorales qui impliquent I'expression du recepteur de l'interleukine-2. 
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L'invention concerne i'application d'agents actifs pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de lymphomes ou assimiles chez I'homme. 

Les affections cancereuses du tissu lymphoTde ou des lymphocytes, telles que les lymphomes a 
lymphocytes T ou B, etc., se traduisent notamment par une proliferation des lymphocytes concernes 
5 formant des masses tumorales solides. 

Les traitements mis en oeuvre pour ces affections different beaucoup les uns des autres, selon qu T il 
s'agit de leucemtes ou de tumeurs solides et selon les differents types de maladies au sein d'une meme 
categorie. Les resuitats sont insuffisants et le pronostic negatif dans de nombreux cas. 

TA WALDMANN et aL, dans Blood (1988) 72, 1805-1816 ont montre, chez 3 patients sur 9, INnt6r§t 
w d'un anticorps monoclonal de souris anti-Tac, reconnaissant le recepteur de rinterleukine-2, (CD25), dans le 
cas d'une leucemie a lymphocytes T de I'adulte associee a HTLV-1. Cet anticorps se fixe sur le recepteur 
de rinterleukine-2 et inhibe la proliferation des lymphocytes normalement induite par rinterleukine-2. 

D. OLIVE et aL, (Eur. J. Immunol., 1986, 16:611-616) ont decrit un panel d'anticorps monoclonaux 
diriges contre differents epitopes de la chatne a (p 55) du recepteur de l'interleukine-2 humaine. 
75 La deposante a trouve que des anticorps monoclonaux reconnaissant !e recepteur de l'interleukine-2 
humaine sont efficaces dans le traitement des lymphomes et de tumeurs similaires a cellules tumorales qui 
impliquent Texpression du recepteur de l'interleukine-2 humaine par les lymphocytes T et par certains 
lymphocytes B. 

L'invention a done pour objectif de fournir des medicaments a base d'anticorps qui soient efficaces 
20 dans leur utilisation pour le traitement des lymphomes et de tumeurs similaires a cellules tumorales cites 
ci-dessus. 

Un autre objectif de l'invention est de fournir de tels medicaments qui soient peu ou pas immunogdnes. 

L'invention a done pour objet I'application d'anticorps capables de se fixer sur le recepteur de 
l'interleukine-2 humaine, pour la preparation d'un medicament destine au traitement des lymphomes et de 
25 tumeurs similaires a cellules tumorales qui impliquent I'expression du recepteur de l'interleukine-2. 

Selon un mode de realisation particulier de l'invention, I'anticorps capable de se fixer sur le recepteur 
de l'interleukine-2 humaine est un anticorps monoclonal (AcM) de rat, notamment un anticorps de classe 
lgG2a et en particulier I'anticorps 33B3.1 (selon D. OLIVE et aL, Eur. J. Immunol. 1986, 16:611-616). 

Selon un autre mode de realisation, I'anticorps capable de se fixer au recepteur de l'interleukine-2 
30 humaine est un anticorps "humanist" comprenant une region d'origine animale. qui reconnait le recepteur 
de l'interleukine-2, et une region d'origine humaine. 

De preference, la region d'origine animale est un fragment Fab ou F(ab') 2 d'un anticorps monoclonal de 
rat, notamment de I'anticorps 33B3.1 . 

Les fragments Fab et F(ab')2 peuvent etre des fragments d'anticorps monoclonaux obtenus par 
35 immunisation d'animaux contre le recepteur de l'interleukine-2 humaine (RIL2). 

De preference, la region d'origine humaine est une IgG humaine ou un fragment Fc d'une IgG humaine. 

Ces fragments Fc peuvent egalement etre obtenus par coupure enzymatique selective d'une IgG 
humaine, selon la methode decrite par Barandun S. et aL, Vox Sang. 28, 157 (1975). Dans ce cas, la region 
d'origine animale est un fragment Fab. 
40 Cette region d'origine humaine peut §tre un anticorps polyclonal ou monoclonal. 

De preference, iesdites IgG ou lesdits fragments Fc sont respectivement des isotypes IgG 1 , 2, 3 ou 4. 
Les fragments Fc peuvent aussi etre obtenus par genie genetique. 

Les anticorps anti-RIL2 de l'invention peuvent egalement etre construits par expression d'ADN recombi- 
nant, selon les methodes du genie genetique, par exemple selon la methode de Zenon Steplewski et aL t 
45 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 85, 4852-4856, juillet 1988. 

L'invention a egalement pour objet des medicaments comprenant les anticorps selon l'invention et des 
procedes de traitement des patients souffrant de lymphomes ou tumeurs similaires solides, selon l'inven- 
tion, lesdits procedes utiiisant les medicaments selon ('invention. 

Leis medicaments selon l'invention comportent les anticorps anti-RIL2 definis ci-dessus, de preference 
so sous forme lyophilisee ou sous forme de solution pour administration parenterale. sous une dose efficace. 

L'invention va etre maintenant decrite plus en detail a I'aide d'un exemple de procede de preparation 
d'anticorps selon l'invention et d'un exemple non limitatif d'application d'un anticorps selon l'invention a la 
realisation d'un medicament destine a un traitement therapeutique. 
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I - Preparation d'anticorps humanises 
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1) Anticorps Fab-IgG 



5 a) Obtention d'lgG humaines requites 

Le produit de depart est une solution h 50 mg/ml d'lgG polyclonals humaines en tampon 0,2M Tris 
HCI pH 8,0 contenant 20mM de dithiothreitol et 1mM d'ethylenediaminetetracetate disodique (Na 2 EDTA). 
Apr&s 30 minutes d'incubation k 30* C, on obtient une solution d'lgG humaines rSduites. On purifie la 
70 solution obtenue par dialyse contre un tampon acetate de sodium 0,5 M 10mM ethylenediaminetetracetate 
disodique (pH 5,4). 

On obtient ainsi une solution puriftee d'lgG humaines reduites en tampon acetate. 

75 b) Obtention de fragments Fab d'un anticorps monoclonal de rat 

L'anticorps monoclonal de depart est un anticorps de rat anti-RIL2 humain d'isotype lgG2a (reference 
33B3.1 ) sous la forme d'une solution dans une solution saline isotonique. 

On purifie la solution par dialyse pendant 16 heures contre une solution de formiate de sodium 0,1 M pH 
20 2,8, puis par dialyse pendant 24 heures contre une solution d'acetate de sodium 0,1 M pH 4,5. 

On ajoute ensuite une solution de pepsine jusqu'& une concentration de 2%, pH 4,5 et on laisse incuber 
pendant 4 heures a 37* C. On arrite alors la reaction enzymatique par remontee du pH a 8. 

Par chromatographie de permeation sur Sephacryl S 200 (Pharmacia) et elution avec un tampon Tris 
0.2M pH 8,0, on obtient une solution a 5 mg/ml de fragments F(ab') 2 . On ajoute du beta-mercapto-ethanol 
25 jusqu'& une concentration de 10mM et on laisse incuber pendant 30 minutes a 30 C. 

Par chromatographie sur Sephadex G 25 (Pharmacia), et Elution par un tampon acetate de sodium 
50m M + 2mM Na 2 EDTA, pH 5,3 on obtient une solution de fragments Fab' exempte de beta-mercapto- 
ethanol. 

L'anticorps monoclonal de depart a et§ decrit par D. OLIVE et al., article cite ci-dessus. 

30 

c) Preparation de conjugue* Fab-orthophenylenedima!eimide. 

L'orthophenylenedimateimide en solution 4mM, obtenue par dissolution de 18,76 mg dans 3,5 ml de 
35 dimethylformamide, est ajoute a la solution defragments Fab. 

On laisse incuber pendant 45 minutes a 4* C sous agitation, a pH 4,7. 

La solution est ensuite chromatographies sur Phospho Ultragel AGR (IBF) <§quilibre avec un tampon 
acetate de sodium 40mM, Na 2 EDTA 2mM, pH 4,7. On Slue avec un tampon acetate de sodium 800mM, 
Na 2 EDTA 5mM, pH 5,7. On obtient une solution de fragments Fab maleimides. 

40 

d) Couplage du fragment Fab avec IMgG reduite. 

On melange la solution obtenue au stade c) et la solution d'lgG humaines reduites obtenues au stade a) 
45 ; rapport molaire 1/1 . 

On laisse incuber pendant 24 heures a 4*C puis on soumet & une dialyse contre un tampon PBS 
pendant 16 heures environ. 

Par chromatographie (Sephacryl S 200 ou S 300 (Pharmacia)), on separe une solution de la chimfcre 
Fab-lgG obtenue. 

so En electrophorese en S.D.S. PAGE, la chimere Fab-lgG est caracterisee par une bande dont le poids 
moleculaire est environ 230 KD. 

2) Preparation d'anticorps chimeriques du type Fc-Fab et Fc-2Fab. 

55 

a) De fagon analogue a celle decrite a Texemple 1 , stade a, en remplagant les IgG par des fragments Fc 
d'lgG humaines, on obtient une solution purifiee de fragments Fc reduits. 
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Les fragments Fc utilises comme produits de depart sont obtenus a partir d'lgG polyclonals humaines 
selon la methode de Barandun S. et ai., Vox Sang. 28, 157 (1975). 

b) Les fragments Fab sont obtenus comme a I'exemple 1 stade b, et couples a I'orthophenylenedimalei- 
mide comme a Texemple 1 , stade c. 
s c) On melange la solution de fragments Fab couples au dimaleimide, obtenue au stade b, avec la 
solution de fragments Fc rSduits obtenue au stade a (rapport molaire : 2:1). 
On laisse en contact 24 heures a +4* C puis on met en dialyse contre du PBS a +4* C. 
A la sortie de dialyse, on realise une chromatographie sur Sephacryi S 200 (filtration sur gel) en 
colonne de 1m de longueur. 

70 On realise trois chromatographies successives pour s^parer les chimeres puis une reconcentration par 
ultrafiltration. On obtient ainsi une chimere du type Fc-2Fab et une chimere du type Fc-Fab, caracterisees 
en electrophorSse et en filtration sur gel. 

En electrophorese (SDS-PAGE), les deux chimeres ont respectivement des masses molaires de 160 
000 et 100 000 environ. 



3) Presentation 



20 Le medicament prepare" selon I'invention est presents en flacons, a I'etat lyophilise. il est a reconstituer 
par 10 ml d'eau pour I'injection par perfusion intraveineuse apres dilution dans 50 a 100 ml de solute* 
physiologique. 

La composition du lyophilisat est la suivante : 



lgG2a 


10 mg 


NaCI 


80 mg 


Mannitol 


100 mg 


Na 2 HPO*, 2H 2 0 


22,8 mg 


NaH 2 P0 4 , 2H 2 0 


11,7 mg 



35 || - Application 

On s'est penche sur le cas d'un patient souffrant d'un lymphome a cellules geantes anaplastiques 
(ALCL) exprimant Ki-1 et CD25 (KM = antigene de membrane epitheliale ; CD25 = recepteur de 
l'interleukine-2 - G. DELSON et al., Amer. J. Pathol. (1988) 130, 59-70) et pour lequel plusieurs chimiothera- 
40 pies avaient echoue. 

Le patient, uh homme de 64 ans, de type caucasien, presentait en octobre 1988 une infiltration 
mufti nodulaire de la peau de Paine gauche et des hypertrophies du foie et des ganglions lymphatiques 
axillaires, inguinaux et cervicaux. Des lymphadenopathies mediastinals et abdominales et des infiltrations 
nodulaires des poumons apparaissaient en scintillographie CT thoraco-abdominale. 

45 L'examen cytologique et histologique d'une biopsie du ganglion lymphatique correspondait a un ALCL 
(STANSFELD, A.G. et al., JAM. & Wright, D.H. Updated Kiel classification for lymphomas - Lancet i, 1988, 
192-193 ; N.C.I, non Hodgkin's classification project writing committee - Classification of non Hodgkin's 
lymphomas. Reproductibility of major classification systems. Cancer (1985) 55, 91-95). 

Ce diagnostic a ete confirme par des etudes immunohistochimiques. Les cellules lymphomateuses ont 

50 ete observes sur one ponction de moelle osseuse et sur une biopsie de peau. Des hybridations in situ ont 
ete effectuees sur les ganglions lymphatiques et sur des zones cutanees du lymphome malin a Paide de 
sondes specifiques IL-2 (lnterleukine-2) et ont montre la presence de cellules productrices d'ARNm d'IL-2. 
Les analyses serologiques etaient negatives pour les anticorps anti-HIV-1 et anti-HTLV-1 . 

Le patient a ete traite par differentes chimioth^rapies, mais la tumeur a regulierement et rapidement 

55 progresse. 

On a ensuite tente un traitement mettant en oeuvre un anticorps monoclonal (AcM) anti-CD25, a savoir 
le 33B3.1 (D. OUVE et al. cite ci-dessus et J.P. SOULILLOU et al., Lancet (1987) i , 1339-1342). 

On a administre 33B3.1 par voie intraveineuse a raison de 10 mg par jour avec. simultanement, 40 mg 
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de methylprednisolone et 50 mg de cyclophosphamide, I'objectif etant de diminuer la reponse anticorps 
centre 33B3.1. 

On a constate" une reponse clinique a partir du cinquieme jour de traiternent et jusqu'au vlngtieme jour : 

- regression de la tumeur (scintillographie CT pulmonaire) ; 
5 - necrose de tous les nodules de la peau ; 

- forte diminution de taille des ganglions lymphatiques ; 

- disparition des oedemes ainsi que de la paraiysie faciale ; 

- pas de cellules malignes au dix-huitieme jour (ponction de moelle osseuse) ; 

- !e niveau du serum en lacticodSshydrogenase (LDH) est passe de 629 U/ml a 326 U/ml (normal < 260 
to U/ml). 

La figure 1 presente Involution du taux d'anticorps anti-33B3.1 au cours du temps de traiternent Une 
reponse immunitalre anti-33B3.1 est apparue au cours du traiternent, des IgM anti-33B3.1 ayant <§te 
detectees au seizieme jour du traiternent et des IgG anti-33B3.1, au vingt-troisieme jour. 

On a arrets le traiternent aux AcM anti-CD25 le vingt-huitieme jour. Malgre la reprise de la chimiothe>a- 
75 pie, le lymphome s'est remis a progresser. 

Les anticorps monoclonaux anti-CD25 heterologues peuvent done §tre utilises dans le traiternent des 
lyphomes ou des tumeurs similaires exprimant le recepteur pour l'IL-2 (CD-25), notamment dans le but de 
potentialiser les effets d'une chimiotherapie conventionnelle. En raison de I'absence d'effets secondaires 
constates, un traiternent suivi peut etre mis en oeuvre a I'aide de medicaments a base d'anticorps 
20 "humanises" decrits dans la presente demande. 

La souche productrice d'anticorps 33B3.1 , disponible (voir la citation D. OLIVE et al., precitee), a fait 
I'objet d'un depot aupres de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) sous le n * I- 
1002. 

25 

Revendications 

1. Application d'anticorps capables de se fixer sur le recepteur de i'interleukine-2 humaine, pour la 
preparation d'un medicament destine au traiternent des lymphomes et de tumeurs similaires a cellules 

30 tumorales qui impliquent I'expression du recepteur de l'interleukine-2. 

2. Application selon la revendication 1, caracterisee en ce que I'anticorps capable de se fixer sur le 
recepteur de l'interleukine-2 humaine est un anticorps monoclonal de rat 

3. Application selon la revendication 2, caracterisee en ce que I'anticorps monoclonal de rat est un 
anticorps de classe IgG2a: 

35 4. Application selon la revendication 3, caracterisee en ce que I'anticorps monoclonal de rat est I'anticorps 
33B3.1. 

5. Application selon la revendication 1, caracterisee en ce que I'anticorps capable de se fixer sur le 
recepteur de l'interleukine-2 est un anticorps humanise* comprenant une region d'origine animale, qui 
reconnait le recepteur de l'interleukine-2, et une region d'origine humaine. 
40 6. Application selon la revendication 5, caracterisee en ce que la region d'origine animale est un fragment 
Fab d'un anticorps monoclonal de rat 

7. Application selon I'une des revendications 5 et 6, caracterisee en ce que la region d'origine animale 
provient d'un anticorps monoclonal 33B3.1. 

8. Application selon I'une des revendications 5 a 7, caracterisee en ce que la region d'origine humaine est 
45 une IgG humaine. 

9. Application selon la revendication 5, caracterisee en ce que la region d'origine humaine est un anticorps 
monoclonal ou polyclonal. 

10. Application selon la revendication 9, caracterisee en ce que lesdites IgG ou lesdits fragments Fc sont 
respectivement des isotypes !gG1 , 2, 3 ou 4. 

so 11. Application selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterisee par le fait que I'anticorps anti- 
RIL2 humain est obtenu par expression d'ADN recombinant 
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